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MICROBIOLOGIA

Credits teoria: 4.5
Credits practics: 1.5

Objectius:

Aportar als estudiants coneixements fonamentals sobre els
microorganismes: tecniques de laboratori, estructura, funcio,
metabolisme, creixement i control, virologia, genetica, ecologia aixi
com diversitat i aplicacions. Es pretén donar una base sobre la qual
puguin desenvolupar-se assignatures més especifiques.

Els objectius de la part practica pretenen familiaritzar a
I'alumne en les tecniques microbioldogiques basiques.

Avaluacio:

L'avaluacio6 de l'assignatura es realitzara mitjan¢an un examen
test. En la nota final de l'assignatura es té en compte la memoria
ralitzada de la part practica de l'assignatura.




PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA

LLICENCIATURA DE QUIMICA

CURS 1995-96

INTRODUCCIO 1 METODES

LIi¢6 1. La ciencia microbiologica. El mon dels microorganismes
Descobriment dels microorganismes. Evolucid histdrica de la
Microbiologia. Desenvolupaments recents de la Microbiologia.

Nivells d'organitzacié. Principals diferéncies entre virus i organismes
cellulars. Organitzacié procaridtica. Organitzaci6 cucariotica. Grups i
denominacié dels microorganismes.

Lli¢6 2. Tecniques d'observacio de microorganismes

Microscopia Optica: microscdpia de camp clar, de camp fosc, de contrast
de fases i de fluorescencia. Fixacié i tincid. Tincions diferencials:
metode de Gram. Examen de microorganismes in vivo. Microscopia
electronica de transmissio i d'escombratge.

Lli¢6 3. Medis de cultiu i tecniques d'esterilitzacio

Requeriments nutritius dels microorganismes. Composicié dels medis
de cultiu. Cultiu en medi solid 1 en medi liquid. Medis d'enriquiment.
Medis selectius i diferencials. Esterilitzaci6. Tipus: calor scca 1 humida.
Agents quimics. Radiacions. Control de I'esterilitzacio.

Lli¢6 4. Aillament i conservaci6 dels microorganismes

Importancia i significat dels cultius axénics. Teeniques d'aillament de
microorganismes acrobics. Aillament de microorganismes anacrobics.
Tecniques de conservacié. Col.leccions de microorganismes.

ESTRUCTURA I FUNCIO

Lli¢6 S. El citoplasma bacteria

Membrana citoplasmatica. Ultrastructura del citoplasma. Ribosomes. El
mesosoma. Inclusions funcionals: Vesicules de gas, Clorosomes,
Carboxisomes, Magnetosomes. Inclusions de reserva: Glicogen, PHB,
Cianolicina, Polifostat, Sofre.

L1i¢6 6. Envoltes cel.lulars

Composicié quimica de la paret. Estructura macromolecular.
Diferéncies entre cubacteris Gram-positius, Gram-negatius i
arqucobacteris. Accid d'enzims i antibiotics en I'estabilitat de la paret
cel.lular. Materials extracel lulars. Capsula i capes mucoses.

Lli¢é 7. Apendixs de la superficie cel.lular. Adhesio i moviment
Prosteques i1 fmbrics. Flagels: estructura i funcid. Distribucié dels
flagels en la superficie cellular. Moviment bacterid. Moviment
d'espiroqueles i reptaci@. Tactismes.

LIi¢6 8. Divisio cel.lular

Estructura del cromosoma bacterid: proteines tipus histones.  Material
genctic extracromosomic. Divisid cellular. Tipus. Pluricel lularitat en
bacteris.

Llic6 9. Formes de diferenciacié en bacteris

Divisié asimetrica. Espores bacterianes. Tipus. Estructura i funcid.
Esporulacié i germinacié. Alures formes d'anabiosi: cists i exospores.
Diferenciacid morfoldgica.




METABOLISME BACTERIA

Lli¢6 10. Esquema metabolic global

Fonts d'energia, de poder reductor i de carboni. Acceptors d'electrons.
Tipus de microorganismes segons ¢l seu comportament fisiologic.
Estratcgia biosintetica. Precursors metabolics.

LlicH 11, Vies degradalives

Degradacié de carbohidrats: via d'Entner-DoudorofT, via de les pentoses,
via d'Embden-Meyerhol-Parnas; relacié entre elles. Degradacié d'acids
organics, hidrocarburs, compostos aromatics i aminoacids.

Llig6 12. Fermentacio

Caracterfstiques de la fermentaci6. Fosforil.lacié a nivell de substrat. La
fermentacié com a reaccié d'oxidacid-reduccid. Reduccié del piruvat:
productes finals. Fermentacié de compostos nitrogenats.

Llig6 13. Respiracid

Sistemes de transport d'clectrons. Components de les cadenes
respiratories: flavoproteines, quinones, proteines de Fe-S i citocroms.
Acceptors externs d'electrons. Cadenes respiratorics bacterianes.
Reducci6 assimilatdria i desassimilatoria.

Llicé 14. Metabolisme quimiolitotrofic

Obtencid d'energia per oxidaci de compostos inorganics. Flux invers
d'electrons. Bacteris de I'hidrogen. Oxidadors de compostos de sofre.
Bacteris nitrificants. Bacteris del ferro. Metildtrofs. Paper dels
quimiolitotrofs en ¢l reciclatge dels elements.

LIi¢6 15. Metabolisme fototrofic

Fotosintest  anoxigenica.  Bacterioclorofil.les.  Carotens.
Fotofosforil.lacié ciclica. Donadors d'clectrons. Diferéncics entre la
fotosintesi anoxigenica i la oxigenica. Fotosintesi en cianobacteris.
Fonts de carboni. Cicles de Calvin i Arnon.

Llig6 16. Metabolisme del nitrogen
Assimilacid del nitrogen. Fixacid de nitrogen. Regulacia. Organismes
lixadors de nitrogen. Fixacio Hiure 1 simbiotica.

CREIXEMENT 1 CONTROL DELS MICROORGANISMES

Lli¢6 17. Creixement bacteria

Creixement cellular i creixement poblacional. Metodes de quantificacio
del creixement poblacional. Cinética de creixement. Temps de
duplicaci6. Taxa especifica de creixement. Rendiment del substrat.

Lli¢6 18. Cultiu continu de microorganismes

Principis basics de funcionament d'un cultiu continu. Taxa de dilucid.
Autorcgulacid. Tipus de cultiv continu: Quimiostats i turbidostats.
Camps d'aplicacio. '

Lli¢6 19. Influéncia dels factors ambientals sobre el creixement
Temperatura. Activitat hidrica. Potencial redox i pH: modificacié per
microorganismes. Radiacions. Pressio hidrostatica.

Lli¢6 20. Agents quimioterapics

Desinfectants i antiseptics. Tipus i metodes de valoracid. Quimoterapia.
Tipus de substancies utilitzades i accié especifica. Concepte dantibiotic.
Valoraci6 de la seva activitat: CMI. Espectre d'accié. Tipus quimics
d'antibidtics. Dianes i mecanismes de resistencia als antibiotics.
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VIROLOGIA

Lligo 21. Morfologia, estructura i composicio quimica dels virus
Descobriment 1 naturalesa dels virus. Estructura de les particules
viriques. Components quimics. Criteris de classilicaci6 dels virus. Virus
vegelals. Virus animals. Bacteriofags. Viroids i prions.

Lli¢o 22. Analisi quantitativa de virus

Metodes d'observacid directa: microscopia electronica de particules
viriques. Assaigs d'infectivitat. Enumeraci6é de virus. Caraclteristiques
generals de les relacions virus-cel.lula hospedadora

GENETICA BACTERIANA

Lligo 23. Mutageénesi
Mutacions, seleccid de mutants i expressi6 [enotipica. Tests bacterians
de detecci d'agents genotoxics i mutagénics.

Lli¢o 24. Plasmidis
Tipus i estructura molecular dels plasmidis. Incompatibilitat entre
plasmidis. Caracters codificats per plasmidis.

Lligo 25. Mecanismes de transfrerencia genica
Conjugaci6. Transformacié. Transfecci6. Transduccid especialitzada i
genceralitzada. Conversio lagica.
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ECOLOGIA MICROBIANA

Lli¢o 26. Els microorganismes en ¢l seu ambient
Ambicnts terrestres i aquatics, caracteristiques principals. Concepte de
microambicnt. Colonitzacié de superficies. Metodes d'estudi.

Llig6 27. Relacions trofiques en microorganismes

Interaccions en una mateixa poblacid. Interaccions entre poblacions de
diferents microorganismes. Evolucié de la simbiosi. ‘Tcoria de
I'endosimbiosi seriada. Paper dels microorganismes en les xarxes
trofiques.

Llig6 28. Accid_geoquimica dels microorganismes
Els microorganismes com a agents de canvi geoquimic. Cicle del [0sfor.
Cicles del carboni 1 de l'oxigen. Cicle del nitrogen. Cicle del solre.

DIVERSITAT I APLICACIONS DELS MICROORGANISMES

Lligo 29. Sistematica bacteriana

Concepte d'especie. Problematica de la sistematica bacteriana.
Taxonomia morfoldgica i bioquimica. Taxonomia molecular i gendtica.
Taxonomia numerica. Classilicacions bacterianes utilitzades. Ll Manual
de Bergey de Bacteriologia Determinativa. EI Manual de Bergey de
Bacteriologia Sistematica. Filogénia bacteriana.

Lli¢o 30. Microbiologia aplicada

Elaboracié de derivats lactics, carnics i de cercals. Elaboracié de
begudes alcoholiques. Produccié de vinagre. Produccid d'antibiotics.
Lixiviaci6. Biopolimers microbinas d'interés industrial. Utilitzacid de
residus i bioeliminacid de contaminants




BIBLIOGRAFIA
Textos generals

Brock, T.D. & M.T. Madigan. 1991. Biology of microorganisms (64
ed.) Prentice-Hall —// Biologia de 1os microorganismos.
McGraw-Hill (trad. de la 42 ed.).

Stanier, R.Y., J.L. Ingraham, M.L. Wheelis & P.R. Painter. 1986. The
microbial world (54 ed.). Prentice-Hall — // Microbiologia.
Editorial Reverté, 1988 (trad. de la 52 ed.).

-Davis, B.D., et al. 1990. Microbiology (4@ ¢d.). Lippincott // Tratado
de Microbiologfa. Salvat, 1978 (trad. de la 28 ¢d)).

- Tortora, G.J. er al.. 1989. Microbiology. An Introduction (3* ¢d.)
Benjamin Cummings Pub. Co I/ Introduccion a la
Microbiologia, 1993. Editorial Acribia, S.A. (trad. de la 3* ed.)

S S SR S S | S §



Departament de Genetica 1 de
Microbiologia
I
|

n

Universitat Autonoma de Barcelona

\ j[7

Microbiologia

Unitat de Microbiologia



o T T R R W v Vv ewvuwvewew ey li‘)l)l)‘)‘Jl)lﬂlJ‘Jl)l)l)l)lJ‘9"J‘J‘J‘J‘."v"J‘J‘-“‘-*‘J“J‘)‘l)“)“)“)“)‘)“)“)‘

INDEX
. pag
TECNIQUES GENERALS
Modul 1 Material 1 equipament basic 1
Modul 2 Técniques d'esterilitzacié 2
Modul 3 Preparacié de medis de cultiu 3
PRACTIQUES GENERALS
Modul 4 Mcetodes de recompte de microorganismes 6
Modul 5 Métodes d'aillament i de conservacié de microorganismes 9
Modul 6 Observacid de microorganismes. Tincions 11
Madul 7 Observacid de microorganismes. Motilitat 14
Modul 8 Identificacié de microorganismes. 15
Modul 9 Ubigiiitat i diversitat microbiana 22
Moadul 10 Creixement poblacional de microorganismes 24
ANNEX
1. Composicid de diferents medis de cultiu 25
2. Composici6 de diferents colorants 27
28

Qiiestionari de practiques

195




Material i equipament basic

A. Material de vidre o de plastic esterilitzable

Tubs d'assaig de diferents mides, plaques de Petri, pipetes graduades, pipetes
Pasteur, nanses de Digralski. matraus, erlenmeyers, probetes, ampolles amb tap de
rosca, portaobjectes, cubreobjectes, etc.

B. Material divers
Nanses de Kolle, gradetes, cistelles metal.liques, Bunsens, tripodes, termometres,
cotd, paper d'embalatge, indicador de pH, etc.

C. Aparells

Balances: Es convenient disposar de balances de precisio fins a decimes de grams i
fins a decimes de miligram.

Microscopis: Microscopi Optic amb objectiu d'immersid.

Refrigeradors: Refrigerador comercial a 4 °C, aixi com congelador de -20 °C.

Estufes o cambres d'incubacié: Estufes o cambres amb temperatura controlada a
les temperatures d'incubacié més habituals: 20 °C, 30 °Cy 37 °C.

Centrifugadores: Centrifugadores petites fins a 5000 rpm i centrifugadores
refrigerades d'alta velocitat.

Espectrefotometre i la seva utilitzacié: La terbolesa d'un brou de cultiu és un bon
parametre per estimar la biomassa d'una poblacié bacteriana i, per tant, seguir-ne
el creixement al llarg del temps. En un espectofotometre, un raig de llum es
transmet a través d'una suspensié bacteriana fins arribar a una cel.lula
fotoelectrica. A mesura que el nombre de bacteris augmenta, el brou es torna més
terbol, absorbint més llum i per tant arribant-ne menys a la cel.lula. El canvi de
llum és enregistrat a I'aparell com a percentatge de transmitancia (quantitat de
llum que passa a través de la suspensid) i com a absorbancia o densitat ptica
(DO) (valor derivat del percentatge de transmitancia).
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Metode Temps i lemperatura Uulitzacio Actuacié Desavantatges
Calor seca 1 horaa 170°C Material de vidre i de Desnaturalitzaci6 de No es pot utilitzar per
metall components cel.lulars medis liquids. Alguns plastics
es fonen
Esterilitzacié 30 min a 100°C durant Medis, teixits, lfquids, Mort dels microorganismes Dura molt de temps
intermitent 3 dies consecutius solids per calor durant els primers
(Tindalitzaci6) 30 min. Les espores germinen
1 les cél.lules vegetatives s6n
destruides en el cicle segient.
Calor humida 15-30mina 121°Ci Vidre, medis liquids, Desnaturalitzacié de Alguns components del
(Autoclau) una pressi6 de 15 psi. solids, metalls, etc. components cel.lulars medi no s6n estables a
lemperatures elevades
Filtracié Filires de 0.45 ym 6 de Medis lfquids Retenci6 dels bacteris Tan sols permet esterilitzar
0.22 pm, aparell de buit en el filtre medis lfquids
Gasos Oxid d'etile Matenal termosensible Desnaturalitzacio de Molt tdxic, inflamable
components cel.lulars
Radiacié Ultravioleta (UV) o ionitzant Medis Ifquids, solids, Mutacions que interfereixen La radiacié UV (€ poc poder

(raigs X 0 y)

farmacs, material de plastic

d'un sol us

en el metabolisme i causen
la seva mort

de penetracid. Per utilitzar
radiacié y cal tenir accés a
equipament radiactiu
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Preparacio de medis de cultiu

Fonament

Els medis de cultiu han de satisfer tots els requeriments nutritius dels
microorganismes que es volen estudiar. Ha de contenir fonts de carboni, nitrogen,
sofre, fosfor i, en menor quantitat, altres elements com ferro, magnesi, cobalt,
manganes, etc., aixi com una font d'energia i una font de poder reductor. En medis
minims o sintetics, la composicié es coneix exactament i el medi es prepara
utilitzant quantitats conegudes de cada un dels constituents. En medis rics o
complexes, s'utilitzen components com extracte de llevat, triptona o peptona que,
tot 1 que tenen una composicidé heterogenea i indeterminada, contenen tots els
elements que el bacteri necessita per desenvoluparse. El medi de cultiu pot ser
liquid (en aquest cas es parla de brou) o bé estar solidificat amb agar, (en aquest
cas es parla de medi solid o d'agar nutritiu, agar citrat, agar sang, etc.).

Tipus de Medis de cultiu

Els medis de cultiu emprats per cultivar microorganismes es poden dividir
en tres grups:

A. Medis de desenvolupament

Normalment contenen totes les substancies nutritives per a la bona
multiplicacié dels microorganismes. SOn emprats per recomptes i manteniment
dels microorganismes. Exemples son el medi LB, l'aigua peptonada, el medi

Sabouraud, etc.

B. Medis selectius

Normalment s'utilitzen per aillar alguns tipus especials de bacteris.
Contenen substancies que favoreixen el desenvolupament del microorganisme que
es vol aillar, al mateix temps que contenen d'altres substancies que inhibeixen el
creixement d'altres tipus de microorganismes. Exemples son I'agar de McConkey i
l'agar d'eosina i blau de metile (EMB) per l'aillament de coliforms, 1'agar Manitol
Salt per l'aillament de Staphylococcus o 1'agar Wright per l'aillament de
Rhizobium.
C. Medis diferencials o determinatius

S'empren per determinar les propietats fisioldogiques i bioquimiques dels
bacteris. Exemples son l'agar citrat de Simmons o citrat de Koser (utilitzat per

determinar si un bacteri pot utilitzar citrat extern com a unica font de carboni), el
3
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medi MR-VP (on es determina el tipus de fermentacid dels enterobacteris), etc.
Alguns medis com el McConkey i1 el Manitol Salt, abans esmentats, constitueixen
exemples de medis que son diferencials i a la vegada selectius.

Meétodes de preparacio dels medis de cultiu

Consideracions generals

Actualment, la preparacié de medis de cultiu és molt rapida i senzilla. La
majoria de férmules que defineixen un medi de cultiu sén suministrades
comercialment per diferents empreses (Difco, BBL, Oxoid, etc.) en forma
deshidratada. La preparacié només consisteix en dissoldre la quantitat adequada en
el volum d'aigua destil.lada que s'indica. En el cas dels medis solids, l'agar pot ja
estar inclos en el medi deshidratat, o bé cal afegir-lo. Una vegada preparat, si el
medi conté agar cal portar-lo a ebullici6 fins aconseguir una bona dissolucid.

En aquells casos en que els medis no se suministrin comercialment, cal
pesar cada un dels seus components i procedir com en el cas anterior. Si el medi
porta algun sucre en la seva composicid, normalment aquest es prepara dissolt en
aigua, s'esterilitza per filtracid, i s'addiciona estérilment després d'haver preparat 1
esterilitzat la resta dels components.

Preparacié de medis solids

Els medis solids es preparen afegint agar al medi liquid, a una concentracié
final del 10-20%. L'agar es fon a 95°C, la qual cosa permet cultivar els
microorganismes des de temperatures baixes fins a 95°C. A més a més, una vegada
liquat no solidifica fins a 40°C. Aix0 permet la preparacié de medis de cultiu a
temperatura ambient, aixi com l'addici6 de microorganismes en l'agar fos per
procedir posteriorment a la sembra en placa. L'agar forma un gel consistent 1
transparent que €s utilitzat per molt pocs microorganismes ja que esta constituit per
barreges complexes de polisacarids lineals i ramificats. Avui en dia €s el medi
solidificant més emprat en la preparacié de medis de cultiu per microorganismes.

La quantitat d'agar que s'afegeix a un medi per solidificar-lo depen de:
- el tipus d'agar (casa comercial, grau de puresa, etc.)
- la duresa que es vulgui aconseguir
- la temperatura d'incubacio i/o ambient en que s'hagin de manipular els tubs o
les plaques.

La quantitat habitual per preparar medis solids oscil.la entre 12 i 18 g/l
L'agar s'incorpora al medi, es bull 1 6 2 min i posteriorment s'esterilitza 1 s'aboca
en plaques o en tubs en la quantitat desitjada.

—
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L'anomenat agar tou (utilitzat en la sembra en doble capa) conté entre 51 7
g/l d'agar. L'agar s'incorpora al medi, es prepara igual que abans i després
d'esterilitzar es distribueix en tubs petits. A 1'hora de realitzar la sembra, es liqua
préviament el medi i es mant€ a una temperatura constant de 45°C. Seguidament,
es procedeix a sembrar els microorganismes.

De vegades, en la preparacié de certs medis de cultiu es prepara el que
s'anomena agar base. Consisteix en una dissolucié d'agar en aigua sense cap
d'altre component. La concentracié d'agar pot ser la final o bé més concentrada

(2X.4X, etc.)

pH dels medis de cultiu

Per a un adequat creixement dels microorganismes, els medis de cultiu han
de tenir el pH apropiat al tipus de microorganisme que es desitja fer créixer. La
majoria de microorganismes es desenvolupen bé a pH neutre (entre 7 1 7.2). Si els
components del medi donen lloc a un valor diferent de pH caldra ajustar-lo amb
HCl1 0.1 M 6 NaOH 0.1 M. L'optim de pH per d'altres microorganismes com els
llevats és acid, al voltant de 5.5.

Durant la preparacié de qualsevol medi de cultiu, cal tenir en compte que en
el procés d'esterilitzacié amb l'autoclau, el pH pot disminuir en 0.2 unitats, la qual
cosa fa que en la preparacié de la majoria de medis de cultiu, s'ajusti el pH a 7.4
abans de procedir a l'esterilitzacid.
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Metodes de recompte

Fonament

El recompte del nombre de microorganismes d'una mostra pot calcular-se,
d'una banda, determinant el nombre de microorganismes que creixen en un
determinat medi de cultiu desenvolupant colonies visibles (recompte viable) i,
d'una altra banda, comptant les cel.lules o agrupacions de cel.lules que es poden
observar en la mostra mitjan¢ant t€cniques microscopiques (recompte directe o
també anomenat total).

Protocol 1. Técniques de dilucio i calculs

En condicions adients de creixement els bacteris es multipliquen i donen
lloc a poblacions tan grans que sovint esdevé necessari diluir-les per tal d'obtenir
colonies aillades que es puguin comptar. Per aix0 €s necessari barrejar una petita
quantitat de mostra amb un volum d'aigua o bé d'una dissolucid salina esterils
(diluent).

Una diluci6 simple es calcula com segueix:

o Volum de mostra
Dilucié =

Volum total ( mostra + diluent )

Per exemple, la dilucié de 1 ml de mostra en 9 ml de diluent equival a:

—,

1 1s'escriu 1:10
1+9 10

L'experiéncia ens demostra que les dilucions sén més exactes si es fan
series de petites dilucions que fent-ne una de gran. El conjunt d'aquestes dilucions
s'anomena dilucié seriada, i la dilucid total és el producte de cadascuna de les
dilucions de la série. Per exemple, si diluim 0.5 ml de mostra en 4.5 ml de diluent,
i llavors 0.5 ml d'aquesta primera dilucié en 4.5 ml de diluent, la diluci6 final sera:

0.5 0.5 1
b4 =

1
5 5 100 W

O
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Per facilitar els calculs, la dilucié s'escriu utilitzant notacié exponencial. En

I'exemple donat, la diluci6 final 1:100 s'escriura 10-2 6 també -2.

Per fer una dilucid seriada, cal procedir com s'indica a continuacio:

Pipetejar en condicions esterils la mostra en el tub de diluent.

Barregeu-ne els continguts agitant lleugerament el tub.

Repetiu el procés de forma seriada tantes vegades com sigui necessari fins a
tenir en 0.1 ml de 1'dltima dilucié un nombre de bacteris adequat (obviament
aquesta estimacio €s pressumptiva).

De les tltimes dilucions realitzades se sembra 0.1 ml sobre la placa (extenent
amb la nansa de Digralsky) o bé se sembra en un tub d'agar tou (i s'aboca a la
placa).

Les plaques es posen a incubar a la temperatura Optima i un cop passat el temps
necessari es fa un recompte del nombre de colonies, utilitzant aquelles plaques
que tinguin entre 30 i 300 colonies.

Els resultats s'expressen en unitats formadores de colonies per mililitre
(cfu/ml) segons la segiient férmula:

Num. colonies

cfu/ ml=

dilucio acumuladax volum sembrat

Protocol 2. Recompte directe (métode de Breed)

S'agafa un portaobjectes, es neteja amb etanol per treure'n el greix que pugui
tenir 1 es deixa assecar.

S'hi dibuixa un quadrat d'l cm de costat, amb un retolador que escrigui sobre
vidre.

Es déna la volta al porta i s'ha d'observar una superficie ben delimitada d'lcm?2.
Amb una micropipeta s'extén 0.01 ml de la mostra, préviament homogenitzada,
sobre el quadrat.

S'asseca immediatament, es fixa per calor suaument i es cobreix l'extensié amb
blau de metile durant 1 minut.

Es renta amb aigua, s'asseca sense fixar a la flama i s'examina a través del
MmiCroscopi.

.
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- A continuacié es compta el nombre de microorganismes en diferents camps. En
el recompte de mostres molt diluides en les quals el nombre de cél.lules per
camp €s molt petit, cal comptar un nombre de camps més elevat. Si les cel.lules
estan homogeniament repartides es pot aplicar la segiient taula:

N° de bacteris / camp N° de camps que s'han de comptar

0 - 3 64

4 - 6 32

7 - 12 16

13 - 25 8

26 - 50 -+

51 - 100 2

> 100 1

- Si la distribucié no és homogenia s'han de comptar un minim de 10 camps 1 en
total com a minim 300 cel.lules.
- Es fan els seguents calculs:
(mitjana cel./camp) x n°® camps

volum (ml)

n® cel.lules / ml =

R
Il cm-
(o]

n® camps =

~

T T

r = radi del camp del microscopi = 90 gm



e A R R A R A A A LA R B SR LA LR A R N AR DA S B DR AR SO BaR RER & ‘.‘r e W ‘_J L N “/ ‘_, 4 U w ‘J u W v ‘,J a4

X
i\/‘ NI T
aVe ) o NS

N

Metodes d'aillament i de conservacio de
microorganismes

AILLAMENT DE MICROORGANISMES
Fonament

L'aillament de microorganismes consisteix en la separacid en medi solid de

dos o més microorganismes que es troben junts en una determinada mostra, amb
['objectiu d'aconseguir colonies separades i poder obtenir cultius purs.

Per aillar microorganismes es poden emprar diferents procediments, com els

que s'esmenten a continuacio.

Protocol 1. Aillament per dilucié

L'aillament per dilucié es basa en l'extenxié per la superficie d'una placa d'agar
d'un nombre de microorganismes prou petit com perque al creixer, cada un d'ells
doni lloc a una colonia ben aillada. Per aconseguir que el nombre d'organimes que
s'inocula sigui prou baix es fan dilucions de la suspensié original.

Es prepara una serie de dilucions utilitzant solucié salina (NaCl 0.9%) (Ringer
1/4) (vegeu Modul 4)

Se sembra 0.1 ml de les dues dltimes dilucions en la superficie d'una placa,
realitzant una extensié homogénia amb la nansa de Digralsky.

S'incuben les plaques a la temperatura adequada.

Una vegada han crescut els bacteris, s'han d'observar colonies aillades per tal
de poder distingir clarament les seves caracteristiques i procedir a I'obtencio de
cultius purs.

Utilitzant aquest procediment es pot fer també un recompte de viables per a
cada morfologia colonial observada, fent els calculs segons s'ha indicat en el
Modul 4.

Protocol 2. Aillament per esgotament en placa

Des d'una suspensié de microorganismes o des d'una colonia, s'agafa una
mostra amb la nansa de Kolle.

v 5
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- Se sembra per estria en ziga-zaga fins "esgotar la nansa" sobre una o dues

plaques de medi solid.
- S'incuben les plaques a la temperatura adequada. Una vegada han crescut els
bacteris, s'han d'observar colonies aillades, procedint igual que en el protocol 1.

CONSERVACIO DE MICROORGANISMES

El meétode més convenient per mantenir els cultius purs en condicions
viables, depen de les caracteristiques de cada microorganisme i s'ha d'escollir
d'acord amb elles.

Conservacié en medis solids

Molts microorgansimes poden mantenir-se en agar inclinat, plaques d'agar,
o vials sembrats per picadura. Un cop incubats dins una estufa es guarden a la

-nevera, pero s'han de resembrar cada 1 6 2 mesos. Si es volen conservar durant un

periode de temps superior es poden sembrar per picadura i cobrir la superficie
amb parafina liquida. D'aquesta manera es poden mantenir més temps (6-12
mesos) sense resembrar-los.

Liofilitzacio

En aquest procés els cultius (deshidratats per la liofilitzacid) es conserven
en ampolles tancades al buit. Les ampolles es poden guardar a la nevera o b€ a
temperatura ambient i els cultius poden arribar a conservar-se més de 30 anys.

Congelacié

Aquest procediment, forca utilitzat per a la conservacié de
microorganismes, consisteix en la congelacié dels cultius a -20, -80 (en
congeladors) 6 -196°C (nitrogen liquid) després d'haver-hi afegit un agent
crioprotector com glicerol o dimetilsulfoxid (DMSO). Per aquest procediment els
cultius poden conservar-se durant alguns anys.

10
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Observacio de microorganismes
Tincions

Fonament

Quan s'observa un microorganisme al microscopi es veu sense color i €s
dificil apreciar la seva morfologia, tamany i a vegades agrupacid. Per aix6 cal
utilitzar tincions que posin de manifest les caracteristiques dels microorganismes i,
en cassos adients, facin visibles determinades estructures.

La tinci6 simple més corrent €s la tincié amb blau de metile, amb la qual es
pot determinar rapidament la forma, el tamany 1 l'agrupacié dels bacteris més
comuns.

La tincié diferencial més utilitzada és la tincié de Gram. Es una tincié
diferencial perque els bacteris poden presentar dues coloracions (blava o vermella)
depenent de la diferent composicio i estructura de la seva paret. A més a més,
existeixen diferencies fisiologiques entre els bacteris segons la tincié de Gram que
presentin. Els bacteris Gram-positius son més resistents a l'accié d'enzims
proteolitics, agents oxidants, etc., que els bacteris Gram-negatius. D'altra banda,
sén més sensibles als acids, detergents, sulfamides i antibiotics com la penicil.lina
o actinomicina A. Un altre exemple de tincié diferencial es la tincié de Ziehl-
Neelsen que permet diferenciar bacils acid resistents.

Finalment, estructures com els flagels, endospores, capsules, granuls
metacromatics (polifosfat) 1 inclusions de PHB, que no sén visibles amb les
tincions simples, poden posar-se de manifest amb tincions especifiques.

Les técniques de tincié més habituals s'apliquen a frotis de mostres
previament fixades a la flama. El frotis es prepara extenent la suspensié de
bacteris per la superficie del portaobjectes de forma que al fixar-la per escalfament
a la flama acabi formant una pel.licula fina i homogenia.

Meétodes de Tincio

Protocol 1. Tincié simple
- Prepareu un frotis i fixeu a la flama.
- Tenyiu durant 1 min amb blau de metile.
- Renteu amb aigua.
- Assequeu i observeu.

11
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Protocol 2. Tincio de Gram

Feu un frotis i fixeu-lo a la flama.

Tenyiu amb cristall violat durant 1 minut.

Renteu amb aigua i deixeu-lo escorrer.

Afegiu lugol durant 1 minut.

Renteu amb aigua.

Decoloreu amb alcohol.

Tenyiu amb safranina alcoholica durant 1-2 minuts.

Els bacteris Gram-positius es tenyeixen de color blau, per exemple
Staphylococcus sp. Els bacteris Gram-negatius es tenyeixen de vermell, per
exemple Escherichia coli.

Protocol 3. Tincié d'espores

Prepareu un frotis i fixeu-lo a la flama.

Cobriu el frotis amb verd de malaquita i manteniu-lo directament sobre
I'encenedor Bunsen, de manera que el colorant s'evapori. Aneu afegint
colorant durant 10 minuts.

Renteu amb aigua.

Tenyiu amb safranina aquosa durant 1 minut.

Renteu amb aigua i assequeu.

Observeu al microscopi amb oli d'immersid.

Les espores es tenyeixen de color verd i la resta de la cel.lula de color
vermell.

Protocol 4. Observacio de capsules

D'un cultiu de microorganismes s'agafa una petita quantitat amb una pipeta
Pasteur i es diposita sobre un portaobjectes.

Es barreja amb una quantitat igual de tinta xinesa.

Es fa una extensié amb un altre portaobjectes i es deixa assecar.

Es tenyeix amb safranina aquosa durant 1 minut.

Es renta amb aigua i es deixa assecar.

Observeu la mostra amb el microscopi.

Les capsules es veuen com zones no tenyides entre la cél.lula, de color
vermell, i la tinta que l'envolta

12
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Protocol 5. Tincio acid-resistent (Ziehl-Nielsen)

Reactius:
A. Solucié alcohol-acida: 3 ml d'HCl en 100 ml d'etanol al 95%.
B. Fucsina fenicada:
Solucié 1: 0.3 mg de fucsina basica en 10 ml d'etanol
Solucid 2: 5 g de fenol en 95 ml d'aigua destil.lada
Barregeu les solucions 11 2
Prepareu un frotis i fixeu-lo a la flama.
Cobriu el frotis amb el colorant de fucsina fenicada i coloqueu-lo sobre un
recipient amb aigua bullint durant 5 minuts.
Quan el portaobjectes estigui fred, decoloreu amb la solucié alcohol-acida
durant 15-20 segons.
Renteu amb aigua.
Tenyiu amb blau de metilé durant 30 segons.
Renteu amb aigua i assequeu.
Observeu al microscopi amb oli d'immersio.
Els bacteris acid-resistents apareixen vermells mentre que els altres es
tenyeixen de blau.

Protocol 6. Tincio de poli-B-hidroxibutirat (PHB)

Prepareu un frotis i fixeu a la flama.

Cubriu la preparacié amb solucié Negre Sudan B i tenyiu-la durant 5-10 min.
Decanteu i assequeu-la.

Cubriu-la amb xilol gota a gota.

Assequeu-la.

Tenyiu amb safranina aquosa al 0.5 % de 5 a 10 s.

Renteu, assequeu 1 observeu.

Les inclusions de PHB apareixen com particules de color negre a l'interior de

la cel.lula.

13
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Observacio de microorganismes
Motilitat

Protocol 1. Metode directe: Tecnica de la gota pendent

S'agafa una petita quantitat d'un cultiu de microorganismes amb una pipeta
Pasteur 1 es diposita sobre un cubreobjectes (si el medi és liquid es col.loca
directament 1 si és soOlid s'homogenitza préviament una colonia en aigua
destil.lada o seérum fisiologic).

Poseu vaselina solida sobre els quatre costats del cubreobjectes.

Col.loqueu el portaobjectes excavat sobre el cubreobjectes i pressioneu
suaument.

Doneu la volta al portaobjectes i observeu que la gota de cultiu penja sobre la
concavitat del portaobjectes. Observeu al microscopi.

Protocol 2. Métode indirecte

El moviment dels bacteris es manifesta quan es desplacen dins la massa

semi-solida, on es troben creixent.
Medi de cultiu

Agar nutritiu tou (5g d'agar per litre)

Es distribueix en tubs, als quals se'ls ha colocat, a l'interior, un tub de Craigie,
que ha de quedar descobert fins la meitat. Per observar millor el desplacament
del microorganisme, s'afegeix al medi de cultiu 100 xg/ml de TTA
(trifeniltetrazoli), el qual, degut a l'activitat de les deshidrogenases del
microorganisme, es redueix a "formazan", de color vermell i insoluble en aigua.

Sembra

Sembreu lleugerament per picadura a l'interior del tub de Craigie. Incubeu a la
temperatura Optima del bacteri i observeu diariament fins uns 10 dies.

[ ectura

Si el microorganisme és mobil, es moura pel tub de Craigie fins arribar a
I'exterior del tub i situar-se en la superficie, on proliferara. Si s'afegeix TTA, es
podra observar el desplacament clarament, ja que a mesura que creix i avanca,
el medi vira a vermell.

S'han d'evitar els moviments bruscs del tub, car poden provocar falsos
desplacaments.

El temps que triguen els bacteris en realitzar el recorregut difereix molt entre
uns i altres.

14
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Identificacié de microorganismes

1. Caracters emprats en la identificacié de microorganismes

Hi ha gran diversitat de proves que s'han utilitzat en la caracteritzacio i
identificaci6 dels bacteris. La reproductibilitat d'una prova, el resultat d'estudiar
una determinada caracteristica, és fonamental per a la identificacié dels
microorganismes. Per aquesta rad €s necessari l'estandaritzacié del metode 1 la
utilitzacié de soques de control, que pertanyin a col.leccions de cultius de
referéncia, i permetin |'obtencid de resultats positius o negatius coneguts.

Les caracteristiques que s'utilitzen a I'hora de fer una identificacié de
bacteris corresponen a una serie de trets que tenen les cel.lules bacterianes, els
quals es poden classificar en sis grans grups.

Morfologia cel.lular. Inclou els aspectes morfologics de les soques, considerades
les cel.lules individualment. Les técniques utilitzades es basen principalment en
l'observacié microscopica i en la utilitzacio de tincions especifiques.

Caracters culturals. Inclou les caracteristiques de cultiu de les poblacions clonals
en diferents medis de cultiu.

Caracters fisiologics. Inclou I'estudi de la capacitat dels microorganismes per
desenvolupar-se en diferents condicions ambientals.

Caracters bioquimics. Inclou les caracteristiques que es podrien considerar com
“proves bioquimiques classiques”. Aquest grup s'ha subdividit en cinc subgrups,
que corresponen respectivament a:
1. Deteccié d'enzims respiratoris o substancies estretament relacionades amb
ells.
2. Metabolisme de sucres i compostos relacionats, atenent principalment a la
produccié d'acid i gas.
3. Metabolisme de compostos nitrogenats de baix pes molecular.
4. Presencia d'enzims que puguin degradar grans molecules.
5. Proves que no es poden incloure en cap dels apartats anteriors.

Sensibilitat a substancies diverses. Inclou la resposta dels microorganismes
respecte a diferents substancies inhibidores del creixement.
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Utilitzaci6 de substancies organiques diverses com tnica font de carboni i
energia. Inclou la possibilitat, per part dels microorganismes, d'incorporar i
metabolitzar diferents molécules organiques com a fonts de carboni i energia, els
quals son utilitzats per separat dins d'un medi mineral.

Degut a la impossibilitat material d'incloure en aquest modul totes les proves
d'identificacié que es poden emprar, a continuacid se n'exposa una seleccio.

1. Morfologia cel.lular
Forma, tamany 1 agrupacio
Tinci6 de Gram
Motilitat
Flagelaci6
Formacié d'endospores
Preséncia d'inclusions citoplasmatiques (lipids, polifosfats,
substancies paracristal.lines, etc...)

2. Caracters culturals
Tamany i forma colonial
Creixement en medi liquid
Produccié de pigments

3. Caracters fisiologics
Temperatura Optima
pH optim
Salinitat Optima
Creixement en anaerobiosi

4. Caracters bioguimics

4.1. Enzims respiratoris:
Oxidasa
Catalasa
Reduccié de nitrats a nitrits

4.2. Metabolisme glicids i compostos relacionats
Prova de I'oxidacié/fermentacié
Roig de metil
Voges-Proskauer
Produccié d'acid i gas a partir de glicids i compostos
relacionats

4.3. Metabolisme de compostos nitrogenats
Indol
Sulfur d'hidrogen
Urea
Fenilamina desaminasa
Lisina descarboxilasa
Ornitina descarboxilasa

16
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Arginina dihidrolasa
4.4. Enzims de degradacié de macromolecules

Amilasa

Fosfolipases

Lipases

Proteases

Desoxirribonucleases
4.5. Altres proves

B-galactosidasa

Citrats

Fosfatases

Coagulasa

5. Sensibilitat a diferents substancies
Lisozim
Antibioticsntibiotics

6. Utilitzacié de substancies organiques diverses com a unica font de carboni i
energia.
Glicids
Acids
Alcohols i glicols
Aminoacids alifatics
Compostos ciclics

Segons les caracteristiques dels microorganismes problema respecte a la
morfologia cel.lular, als caracters culturals 1 a la procedéncia de la mostra
s'utilitzen unes o d'altres de les proves esmentades amb la finalitat de poder-los
identificar emprant proves excloents.

2. Descripcié d'algunes proves bioquimiques utilitzades en la identificacio

a) Preséncia d'oxidasa
La prova es basa en comprovar l'existéncia d'oxidasa bacteriana quan es
posen en contacte els bacteris amb un reactiu facilment oxidable, el qual adquireix
una coloraci® tipica.
Material
- Tetrametil-p-fenilen diamida en solucié aquosa a I'1 %.
- El reactiu, una vegada preparat, no té color o €s lleugerament rosat. Degut a la
seva capacitat d'autooxidacié s'ha de guardar a 4 °C i preservar de la [lum.
Procediment
- Agafeu una coldonia amb la nansa de Kolle i col.loqueu-la damunt de paper de
filtre.

17
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- Seguidament, deixeu caure unes gotes del reactiu sobre la superficie de la
colonia.

Lectura

- Els bacteris productors d'oxidasa oxiden rapidament el reactiu i la colonia es
torna de color purpura (durant els primers 60 segons).

- Les colonies negatives no varien de color.

b) Presencia de catalasa

La catalasa (peroxid d'hidrogen-peroxid d'hidrogen oxidreductasa) catalitza
la descomposicio del peroxid d'hidrogen en aigua i oxigen molecular. Quan un
organisme que presenta aquest enzim es barreja amb H,O», s'allibera oxigen.
Aquesta prova s'utilitza per diferenciar els organismes anaerobis estrictes I
aerotolerants, que no tenen l'enzim, dels aerobis estrictes o anaerobis facultatius,
que el presenten per evitar els efectes tOxics secundaris derivats del metabolisme
de l'oxigen.
Procediment
- Prepareu un portaobjectes net.
- Dipositeu amb una pipeta estéril una gota de la suspensié microbiana en el

centre del portaobjectes.

- Afegiu amb una pipeta una gota d'aigua oxigenada diluida 1/3.
Lectura

- Si la reaccid és positiva es produeix immediatament una gran quantitat de
bombolles al desprendre's O,.

¢) Prova d'oxidacio-fermentacio de sucres (test O/F)

La prova consisteix en demostrar les dues vies degradatives de sucres amb
produccio d'acid pels microorganismes. Per aix0 es preparen dos tubs d'assaig amb
el mateix medi de cultiu. L'inica diferéncia consisteix en que en un dels tubs es
permet l'accés d'oxigen (tub obert), mentre que en l'altre s'estableixen condicions
anaerobiques (tub tancat). Els microorganismes oxidatius només proliferaran en el
tub obert, mentre que els que a més son fermentatius ho faran en els dos tubs. Els
microorganismes que no es desenvolupin en cap dels dos tubs seran aquells que
presenten un metabolisme de sucres molt poc actiu.

Medi de culitiu
Peptona 20 ¢
Na Cl 50 ¢
Fosfat dipotasic 03 g
Agar 25 ¢

18
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Blau de bromotimol 003 ¢
Disoldre els components en 1000 ml d'aigua destil.lada 1 portar-ho a
ebullicid. Esterilitzar amb l'autoclau. Deixar refredar fins a 50°C i afegir glucosa
al 1% final (préviament esterilitzada per filtracié). Distribuir 4-5 ml en tubs de
diametre no superior a 16 mm. Afegir 1 cm de vaselina liquida a la meitat dels
tubs una vegada el medi ha solidificat. El medi fred ha de ser de color blau-verd.

Sembra
S'inocula el microorganisme per picadura profunda. S'incuba a la
temperatura Optima i s'observa diariament el resultat des d'1 a 14 dies d'incubacid.

Lectura

Es considera un resultat positiu I'aparicié de color groc. El canvi de color de
l'indicador de verd a groc es produeix a un pH de 6. El canvi a color blau indica
I'alcalinitzacié del medi (pH superior o igual a 7.6).

Metabolisme Tub d'oxidacid Tub de fermentacid
Aerobi groc verd
Anaerobi verd groc
Facultatiu groc groc
Inactiu verd verd

Alguns microorganismes en presencia d'oxigen utilitzen la glucosa oxidant-
la fins a aigua i CO2. En aquests casos no acidifiquen el medi.

d) Prova de la coagulasa
Material
Per a la realitzacié d'aquesta prova es disposara de:
- Reactiu pel test de la coagulasa: eritrocits de marra sensibilitzats amb
fibrinogen.
- Reactiu control: eritrocits de marra no sensibilitzats.
- Per a dur a terme les reaccions es disposara d'un suports anomenats "cercle
pel test" i "cercle pel control".
Procediment
- Agiteu els reactius fins aconseguir una bona homogenitzacio.
- Amb una nansa de Kolle, escampeu amb compte les mostres de
microorganismes a provar en el cercle pel test i també en el cercle pel control.
- Afegiu 1 gota del reactiu pel test en el cercle adequat i un altre gota del reactiu
control en el seu cercle.
- Barregeu bé amb la nansa de Kolle la gota del reactiu test amb el
microorganisme en el cercle del test.

19
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- Escalfeu a la flama la nansa de Kolle i després de refredar barregeu els
components del cercle control.

Lectura

- Observeu si hi ha aglutinacié mentre heu procedit a barrejar el microorganisme
amb els reactius.

e) Meétodes miniaturitzats: Métode API 20E

El metode API 20E conté 20 microtubs amb substrats deshidratats.
S'inoculen amb una suspensié bacteriana que reconstitueix el medi. Durant la
incubacio el metabolisme del microorganisme produeix determinats canvis de
color ja siguin espontanis o bé per 1'addicié de diferents reactius.
Procediment
- En la segiient taula s'indiquen les proves aixi com els substrats 1 les reaccions

1/0 enzims que es detectaran:

TEST SUBSTRAT REACCIONS/ENZIMS
ONPG orto-nitro-fenil-galactdsid B-galactosidasa
ADH arginina arginina dehidrolasa
LDC lisina lisina descarboxilasa
ODC ornitina ornitina descarboxilasa
CIT citrat de sodi utilitzacié del citrat
H2S tiosulfat de sodi produccié de H»S
URE urea ureasa

TDA triptofan triptofan desaminasa
IND triptofan produccid d'indol
VP piruvat de sodi produccié d'acetoina
GEL gelatina de Kohn gelatinasa

GLU glucosa fermentacié/oxidacié
MAN manitol fermentacié/oxidacio
INO inositol fermentacié/oxidacié
SOR sorbitol fermentacié/oxidacié
RHA ramnosa fermentacié/oxidacié
SAC sacarosa fermentacid/oxidacid
MEL melibiosa fermentacié/oxidacié
AMY amigdalina fermentacid/oxidacié
ARA arabinosa fermentacié/oxidacié
OoX damunt de paper de filtre citocrom oxidasa
NO3- tub GLU produccié de NO»-
NO»- tub GLU reduccid a N»

- Prepareu una caixa d'incubacié i distributu 5 ml d'aigua en els pous per
aconseguir un ambient humid.

- Amb la nansa de Kolle inoculeu amb el microorganisme problema 5 ml de
solucié salina i agiteu fins aconseguir una bona homogenitzacio.

- Amb una pipeta esteril inoculeu amb la suspensié preparada anteriorment els
tubs 1 la ciipula dels tests: CIT, VP i GEL.
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- Inoculeu només el tub dels altres tests.
- Cal aconseguir un ambient anaerobic en els tubs: ADH, LDC, ODC, URE i
H3S. Per aix0, cubriu amb una gota de parafina liquida.

- Tapeu la caixa i incubeu de 18 a 24 hores a 35-37 °C.
Lectura
- Després de 24 h d'incubacié es procedeix a la lectura dels resultats segons esta
indicat en la taula al final d'aquest punt.
- En alguns casos, per visualitzar les reaccions cal afegir diferents reactius als
tubs test:
VP:  Afegiu | gota de VP1 i VP2. Espereu un minim de 10 min per
observar el canvi de color.
TDA: Afegiu 1 gota de reactiu TDA.
IND: Afegiu una gota de reactiu IND.
NOy-:  Afegiu | gota de reactiu NIT1 1 un altre de NIT2 en el tub
GLU. Esperar de 2 a 3 min. Si la lectura és negativa, afegiu de
2 a3 mg de Zn en la cipula del tub GLU. Espereu uns 5 min.
- Anoteu els resultats negatius o positius segons la taula adjunta

Nota. Si el tub GLU és negatiu i el nombre de tubs positius és igual o inferior a 2
no afegir cap reactiu, incubar 24 h més.
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Ubigqiiitat 1 diversitat microbiana

Els microorganismes es troben arreu. Se'n troben al sol, a l'aire, a l'aigua, a
la pols, sobre superficies, etc. D'aci es dedueix la importancia que té el fet de
treballar sota condicions d'esterilitat en un laboratori de Microbiologia.

Aquesta practica té com a objectiu mostrar la ubiqiiitat i facilitat de propagacio
dels microorganismes, aixi com la seva diversitat.

Material
Plaques de Petri esterils amb agar nutritiu.
Pals amb cot6 esteril.

Colorants

Microscopi

Estufaa 37 °C

Aigua destil.lada esteril

PROTOCOL 1

Procediment

- Cada grup pot sometre la placa a condicions diferents. Com exemple:

Lectura
Incubeu les plaques a 30 °C durant 24 - 48 h.

- Després del periode d'incubacid, examineu les plaques, describiu les
morfologies colonials i realitzeu tincions de Gram de les diferents colonies que
observeu.

Es deixa 30 minuts destapada, en contacte amb l'aire del laboratori, 0 a
la finestra.

Es realitza un estornut sobre la placa exposada.

Es tus sobre una placa oberta.

Es toca la superficie de la placa amb la punta dels dits.

Es passa un cot6 esteril, préviament humitejat amb aigua destil.lada
esteril, sobre una superficie i posteriorment es posa en contacte amb la
placa d'agar.

Es posa una moneda en contacte amb la superficie de 'agar durant un
instant.
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PROTOCOL 2

Material

Mostres d'aigua de diferent procedeéncia

Noduls de lleguminoses

Mostres d'aliments com iogurt, llet, formatge, etc.
Columnes de Winogradsky

Tapets microbians

Procediment

Cada alumne ha d'observar un minim de 8 mostres diferents.

Feu preparacions microscopiques per observacié directa o per tincié previa
segons considereu més adequat.

L'observacié microscopica pot fer-se a diferents augments per visualitzar els
diferents grups de microorganismes (algues, protozous, fongs 1 bacteris).
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Creixement poblacional de microorganismes

Fonament

El creixement d'una poblacié microbiana es mesura seguint l'increment del
nimero de cel.lules. La velocitat de multiplicacié varia d'una espécie a una altra i
depén de les condicions de cultiu (nutrients, temperatura, pH, etc.).

Hi ha diversos metodes per seguir el creixement d'una poblacié de
microorganismes:

a. recompte de viables.

b. recompte directe de cel.lules.

c. mesura de la terbolesa del cultiu (sempre que siguin suspensions homo-

genies).

Corba de creixement per mesura de la terbolesa

- Inocular un matrau Monod que conté 10 ml de brou nutritiu amb un cultiu que
hagi crescut durant la nit (cultiu overnight 6 o/n), obtenint una absorbancia de
0.03 a una longitud d'ona de 450 nm.

- Aquesta mesura d'absorbancia correspon a temps=0. A partir d'aquest moment
prendrem mesures cada 30 minuts.

- Representar els resultats en paper semilogaritmic, colocant en abscisses el
temps 1 en ordenades les absorbancies obtingudes.

- Calcular la taxa especifica de creixement (x) i el temps de duplicacié (Td) a
partir de les dades representades en la grafica.

24
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ANNEX

1. COMPOSICIO DE DIFERENTS MEDIS DE CULTIU

Agar MacConkey

Peptona 17.0 g
Polipeptona 3.0 g
Lactosa 10.0 g
Sals biliars 1.5 g
NaCl 5.0 g
Roig neutre 0.03 g
Cristall violeta 0.001 ¢
Agar-agar 13.5 g
Aigua destil.lada 1000 ml

Ajustar el pH a 7.1. Bullir fins disoldre 1'agar. Esterilitzar a 121°C durant 15
min. Refredar fins a 55°C i repartir en plaques de Petri.

Agar Manitol Salt

Extracte de carn 1.0 g
Peptona 10.0 g
NaCl 75.0 g
Manitol 10.0 g
Roig Fenol 0.025 ¢
Agar 15.0 g
Aigua destil.lada 1000 ml.

Ajustar el pH a 7.4. Bullir fins dissoldre l'agar. Esterilitzar a 121°C 15 min.
Refredar fins a 55°C i repartir en plaques de Petri.

Medi LB

Triptona 10 g
Extracte de llevat 5 g
NaCl 10 g
Aigua destil.lada 1000 ml

L'agar LB es prepara idénticament, afegint 15 g de'agar-agar per litre.
Ajustar el pH a 7.2. Esterilitzar a 121°C durant 15 min.
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Medi Minim AB

Dissolucid A:
(NH4)2804
NapHPO4
KH>PO4

NaCl

NazSO4

Aigua destil.lada

Dissolucié B:
Mg Clz 6H20
CaClp

Fe Clzs 6H>O

20.0
60.0
30.0
30.0
0.11
1000

16.0 g en 500 ml de H2O destil.lada
0.44 g en 250 ml de H2O destil.lada
0.032 g en 250 ml de H2O destil.lada

BUQOQUQUQUQ

El medi es prepara esterilizant 875 ml d'H20O destil.lada (i 15 g d'agar si
es vol obtenir solid). Seguidament s'afegeixen 100 ml de dissolucié A
esteril + 25 ml de dissolucié B esteril + glucosa esteril fins a una
concentracid final del 0.2%.

26
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ANNEX

2. COMPOSICIO DE DIFERENTS COLORANTS

Cristall violat
- Dissolucio A
Cristall violat 2

g

Alcohol etilic 20 ml
- Dissolucio B

oxalat aménic 0.8 g

Aigua destil.lada 80 ml
- Barrejar les dues dissolucions

Lugol
Aigua destil.lada 2 ml
lodur potassic 2 g

- Una vegada esta dissolt, s'afegeix aigua destil.lada fins a 300 ml.

Safranina alcoholica
Safranina al 2.5 % en dissolucié alcoholica 10 ml
Aigua destil.lada 100 ml

Safranina aquosa
- Solucié aquosa al 0.25 %

Blau de metile
Blau de metile 03 ¢
Alcohol 30 ml
Aigua destil.lada 100 ml

Verd de malaquita
- Dissolucié aquosa saturada al 7.6 %

Negre Sudan B
- 0.3 g en 100 ml d'alcohol etilic al 70 %

27
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QUESTIONARI DE PRACTIQUES
DE MICROBIOLOGIA

Nom de ['alumne:

Assignatura:

Grup de Practiques:

Data:
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PRACTICA N° 1: RECOMPTES MICROBIANS

Microorganisme utilitzat:

Protocol 1. Recompte de viables

Fes un esquema del banc de dilucid i de les sembres que has realitzat:

Calcula el n° de viales per ml (cfu/ml):

Expressa en la segiient taula els resultats que has obtingut:

Dilucié

Nombre de colonies

cfu/ml

29
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QUES TIUNARL DB PRAULTIQUED

Protocol 2. Recompte de Breed

Expressa en la segiient taula els resultats que has obtingut:

Camp n°

N° de cel.lules

Camp n°

N° de cél.lules

Mitjana

Desviacio estandard

Calcula el n° de cel.lules per ml que has obtingut

30
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QUESTIONARL D& FPRALUTIQUES

Omple la segiient taula resum:

Grup| Breed Viables Grup Breed Viables
1 9
2 10
3 11
4 12
5 13
6 14
7 15
8 16
Mitjana

Desviacié estandard

Hi ha diferencies entre ambdos tipus de recomptes? Per que?

o1
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PRACTICA N° 2: TINCIONS

1. TINCIO SIMPLE

Microorganisme

Dibuixa el que veus

a 100x

Microorganisme

Morfologia
Organitzaci6 de les

cel.lules

Quin valor té la tincié simple?

Poden fer-se servir d'altres colorants ?

32
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YQUES TIVUNARL Dig PRALCLTIQUED

Que passa si no es fixa amb calor la mostra?

i si s'aplica calor excessiu?

2. TINCIO DE GRAM

Microorganisme

Dibuixa el que veus

a 100x

Microorganisme

Morfologia
Organitzacié

Gram
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QUESTIONARI DE PRACTIQUES

Quin valor té la tincié Gram?

Si fas una tincié de Gram de cel.lules eucariotes, quin resultat obtindras?.
Creus que és significatiu?

Es important si la tincid es fa d'un cultiu vell o d'un de jove?

Fes un llistat dels diferents passos en una tincié de Gram per ordre (sense
tenir en compte els rentats) 1 digues quin color tenen les cel.lules després
de cada un si el considerem Gram positiu o0 Gram negatiu:

Procés Producte quimic Gram-positiu Gram-negatiu
1
2
3
4
34
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Poden eliminar-se alguns pasos de la tincié sense que varii el resultat?.
Quins i per que?
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3. TINCIO D'ESPORES
Microorganisme
Dibuixa el que veus
a 100x
Posicié de I'espora
35



QUESTIONARI DE PRACTIQUES

15¢
| | ('
Microorganisme
1
Dibuixa el que veus
1
a 100x
) a
Posicié de l'espora .

Per que fem una tincid especifica d'espores si per d'altres metodes
microscopics es poden visualitzar?

Quina importancia t€ la posicié de I'espora en Microbiologia?

Quin és el fonament fisico-quimic d'aquesta tinci6?
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QUESTIONARI DE PRACTIQUES

4. OBSERVACIO DE CAPSULES

Microorganisme

Dibuixa el que veus

a 100x

Microorganisme

Morfologia

Organitzacio de les cel.lules

37
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PRACTICA N° 3: MOTILITAT

PROTOCOL 1 !
Microorganisme A B Control '
1
Dibuixa el que veus ,
a 100x q
).
Microorganisme A B Control
Morfologia
Moviment

Amb les observacions realitzades, pots determinar quin tipus de
flagelacio presenten els microorganismes problema?

Quines teécniques pots utilitzar per la visualitzacié de flagels?

38
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PRACTICA N° 4: AILLAMENT DE
MICROORGANISMES

PROTOCOL 1. Aillament per dilucié

Origen de la mostra:

Fes un esquema de la metodologia que has seguit:

Fes el calcul de la concentracié que hi havia a la mostra:

Expressa en la segiient taula les observacions i els resultats que has
obtingut:

Microorganisme | Descripcid de la colonia | n°de colonies |cfu/ml

39
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PROTOCOL 2. Aillament per esgotament en placa

Origen de la mostra:

Fes un esquema de la metodologia que has seguit:

Medi LB
Microorganisme | Creixement (+/-) i aspecte de les colonies | Gram
24 h 48 h
Medi McConkey
Microorganisme | Creixement (+/-) i aspecte de les colonies | Gram
24 h 48 h
40
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Medi Manitol Salt

Microorganisme | Creixement (+/-) i aspecte de les colonies

24 h

48 h

Gram

Dels tres medis utilitzats quins son selectius i quins son diferencials? Per

que? Quina informacid et donen sobre els bacteris que hi creixen?

41
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PRACTICA N° 5: UBIQUITAT I DIVERSITAT

PROTOCOL 1

Dibuixa el que veus, indicant l'origen de la mostra, els augments en que
es fa l'observacid, la tincié que hagis realitzat i quin tipus de
microorganisme has observat.

1 2 3 %
ORIGEN ORIGEN ORIGEN ORIGEN
Augments Augments Augments Augments
Tincid Tincid Tincid Tincié
Microorganisme Microorganisme Microorganisme | Microorganisme

42
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5 6 7 8
ORIGEN ORIGEN ORIGEN ORIGEN
Augments Augments Augments Augments
Tincié Tinci6 Tinci6 Tinci6
Microorganisme Microorganisme Microorganisme Microorganisme

9 10 11 12
ORIGEN ORIGEN ORIGEN ORIGEN
Augments Augments Augments Augments
Tincid Tincié Tincié Tinci6
Microorganisme Microorganisme Microorganisme Microorganisme
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QUESTIONARI DE PRACTIQUES

PROTOCOL 2.

Dibuixa el que veus, indicant I'origen de la mostra, els augments en que
es fa l'observacié, la tincié que hagis realitzat i quin tipus de
microorganisme has observat.

1 3 3 . 8
ORIGEN ORIGEN ORIGEN ORIGEN
Augments Augments Augments A.ugr_r}ents
Tincid Tinci6 Tincid - TlpClo .
Microorganisme Microorganisme Microorganisme Microorganisme
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5 6 7 8
[ORIGEN ORIGEN ORIGEN ORIGEN
Augments Augments Augments Augments
Tincié Tincié Tinci6 Tincié
Microorganisme Microorganisme Microorganisme Microorganisme
| 9 _ 10 11 12
ORIGEN ORIGEN ORIGEN ORIGEN
Augments Augments Augments Augments
Tincié Tinci6 Tincidé Tinci6
Microorganisme Microorganisme Microorganisme Microorganisme
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13 __ 14 15 16
ORIGEN ORIGEN ORIGEN ORIGEN
Augments Augments Augments Augments
Tincié Tincié Tinci6 Tincié
Microorganisme Microorganisme Microorganisme Microorganisme
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PRACTICA N° 6: CORBA DE CREIXEMENT

Microorganisme utilitzat:

Medi de cultiu utilitzat:

Anota en la segiient taula els resultats obtinguts:

Temps Absorbancia 450 nm

Fes un calcul del temps de duplicacié (Td) i de la taxa especifica de
creixement (x) del microorganisme en el medi de cultiu utilitzat:

Temps de duplicacié (min)
Taxa especifica de creixement (h-1)

47
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Anota en la segiient taula els resultats del altres grups de practiques

Medi de cultiu | Microorganisme Td (min) # (hrl)

Hi ha diferéncies entre els temps de duplicacié dels microorganismes
segons els medis de cultiu utilitzats?

Hi ha diferéncies entre els diferents microorganismes?
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NORMATIVA DE TREBALL AL LABORATORI DE
MICROBIOLOGIA

Les practiques comencaran puntualment. No s'admetra ['alumne que
injustificadament arribi 15 min més tard de I'hora d'inici de les
practiques.

No és permés menjar ni fumar al laboratori.
No és permés sortir del laboratori sense causa justificada.

Cada dia I'alumne al finalitzar el treball ha d'ordenar i netejar tot el
material emprat.

Durant el desenvolupament de les practiques s'han de respondre els
qiiestionaris corresponents.

Al finalitzar cada part de practiques, l'alumne ha d'entregar al
professor de practiques els giiestionaris corresponents

En I'avaluacié final de les practiques es tindra en compte la valoracié
feta al laboratori sobre el rendiment i l'assisteéncia de cada alumne i
sobre les respostes als qiiestionaris.
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TABLA DE LECTURA

RESULTADOS
TERTS SUBSTRATOS REACCIONES/ENZIMAS
NEGATIVO POSITIVO
ortonitrofenal- : ;
ONPG guisctosido 8-galactosidasa incoloro amarillo (1)
ADH arginina arginina dehidroiasa amarillo rojo/ naranja (2)
LDC lisina lisina descarboxilasa amarillo naranja
oDC ornitina ornitina descarboxilasa amarillo rojo/ naranja (2)
LCIT] citrato sodico utilizacion del citrato verde palido/ amarillo | azul-verde/ verde (3)
H2S tiosulfato sédico produccidon de H,S Incoloro/ grisaceo depdsito negro
RE urea ureasa amarillo rojo/ naranja
TDA / INMEDIATO
TDA triptofano triptéfano desaminasa amariilo [ marrén oscuro
JAMES / INMEDIATO o IND / 2 min
JAMES JAMES
incoloro —
verde clare/ amarillo
IND triptofano produccion del indol IND IND
f amarillo anillo rojo
VP 1 mas VP 2 / 10 minutos
|VP| piruvato sodico produccion de acetoina incoioro rosado/ rojo

no hay difusion

difusion de

GEL gelatina de Kohn gelatinasa . )
de pigmento negro pigmento negro
GLU glucosa fermentacion/ oxidacion (4) azul/ azul verdoso amarillo
MAN manitol fermentacion/ oxidacion (4) azul/ azul verdoso amarillo
INO inosito fermentacion/ oxidacion (4) azul/ azul verdoso amarillo
SOR sorbitol fermentacion/ oxidacion (4) azul/ azul verdoso amarillo
RHA ramnosa fermentacién/ oxidacion (4) azul/ azul verdoso amarillo
SAC sacarosa fermentacion/ oxidacion (4) azul/ azul verdoso amarillo
MEL maelibiosa fermentacion/ oxidacion (4) azul/ azul verdoso amarillo
AMY amigdalina fermentacion/ oxidacion (4) azul/ azul verdoso amarillo
ARA arabinosa termentacién/ oxidacion (4) azul/ azul verdoso amarillo
OX / 1-2 minutos
[0 4 sobre papel de fiitro citocromo oxidasa incoloro l violeta
NIT 1 mas NIT 2 / 2-3 minutos
NO3 produccion de NOz amarillo f rojo
tubo GLU
NO, 2n
reduccion a gas Ny
rojo amarillo
MOB AP! M 0 microscopia movilidad inmovil movil
MCC medio Mac Conkey crecimiento ausencia presencia
OF | API OF cerrado.fermentacion verde amarillo
glucosa ( ) abierto:oxidacion verde amarillo

1) Un amarillo muy palido debe considerarse como positivo

2) Un color naranja después de 24 H. de incubacion debe considerarse negativo

3) La lectura debe hacerse en la cupula (aerobiosis) .
4) La fermentacion empieza en la parte inferior de los tubos, 1a oxidacion empieza en la cupula.
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